Purinbasen Purinnucleoside

Purinnucleotide

Nucleosid-5'-diphosphat

Adenin Adenosin Adenosinmonophosphat (Adenylat) AMP
Adenosindiphosphat ADP
Adenosintriphosphat ATP
Guanin Guanosin Guanosinmonophosphat (Guanylat) GMP
Guanosindiphosphat GDP
Guanosintriphosphat GTP
Pyrimidinbasen Pyrimidinnucleoside Pyrimidinnucleotide
Uracil Uridin Uridinmonophosphat (Uridylat) UMP
Uridindiphosphat UDP
Uridintriphosphat UTP
Thymin Thymidin Thymidinmonophosphat (Thymidylat) T™P
Thymidindiphosphat TDP
Thymidintriphosphat TTP
Cytosin Cytidin Cytidinmonophosphat (Cytidylat) CMP
Cytidindiphosphat CDP
Cytidintriphosphat CTP
. 5
HO-CH, HO—-CH,
4 OH 4
Ribose ¥ 2 2'-Desoxy-Ribose 3 2
OH OH OH H
HO-CH, HO—CH,
(o] o}
Nucleosid 2'-Desoxy-Nucleosid
OH OH OH H
B B
r r
0-P-0-CH, 0=P-0-CH,
o o o 0
Nucleosid-5'-monophosphat 2'-Desoxy-Nucleosid-5'-monophosphat
OH OH OH H
B: B
'K o ¢
0-P-0-P-0-CH, 0-P-0-P-0-CH,
o o © o ©

OH

I :
I

o) 0 o Base
| 1 1
O=P-0-P-0-P-0-CH,
o 0o 0o

Nucleosid-5'-triphosphat
OH

o
I

2'-Desoxy-Nucleosid-5'-diphosphat

Q2 9 9
0=P—0—-P-0-P-0-CH,
| | - | _ 0
o} 0 0
2'-Desoxy-Nucleosid-5'-triphosphat
OH H

Q
T



OH OH

OH OH

Nummerierung der Positionen der Nucleosidmonophosphate am Beispiel des
Guanosinmonophosphats (links) und des Cytidinmonophosphats (rechts).

Yy B a
,? 9 (|? Base
0—P—0—-P—-0—-P—-0-CH,
| - | | - 0
© o o
OH OH

Die einzelnen Phosphatgruppen der Nucleosid- und Desoxynucleosidtriphosphate werden als
o-, B- und y-Phosphat bezeichnet.

0 0
HN HN Hs
Tl L)
0 0
0 N o N
0=pP-0 CH, 0=p-0 CH,
o NH, 0" NH,
N7 NF
OH C || Base H @ Base
0 N 0
0 0 |
Phosphat 0=p-0 CH, o Phosphat 0=p—0 CH, o
© NH, 0 ) NH,
Ribose Desoxy-Ribose
OH k\A | \> H K\A t \>
? N N (P N N
0=P-0 CH, 0=pP-0 CH,
0 ° & 0
o] 0
N N
OH *j"\)eﬁi \> H 'j'\G 1 \>
N N
9 H,N N N 9 H,N N N
0=p-0 CH, 0=p-0 CH,
o 0 4 0
OH o H
RNA l

DNA |

Struktur der RNA und DNA. Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt aus einem Einzelstrang.



Struktur der DNA-Doppelhelix. Die Bander stellen das Zucker-Phosphat-Riickgrat dar. Die
Wasserstoftbriickenbindungen sind als gestrichelte Linien angedeutet (rechts

Detaildarstellung der Wasserstoffbriickenbindungen).
Nach Kossel H. Molekulare Biologie. Ernst Klett Verlag, Stuttgart, 2. Auflage, 1970.

Prinzipieller Mechanismus der DNA-Replikation. (attp://www.onlineenzyklopaedie.de/t/re/replikation. html)



5'-Ende E
(E) o H,C—O
o=p-0 ¢ H ¢ “o=p-0"
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! — 0=P—0
O—CH, S
~
? H,C—0
0=p-0 AT o=h-0
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| | | - Q
o) o} o)
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Reaktionsmechanismus der DNA-Replikation.



Exkurs: Griinde fiir die hohe Stabilitit der DNA

Das Zucker-Phosphat-Riickgrat der RNA ist insbesondere unter alkalischen Bedingungen
instabil. Die 2'-Hydroxygruppen der einzelnen Ribose-Einheiten kénnen mit den
benachbarten Phosphatgruppen reagieren, so dass es zu Strangbriichen kommt. DNA ist durch
das Fehlen der 2'-Hydroxygruppen chemisch stabiler.

o) 0
HN)j HNJ‘)
OA\ OJ\
0 | 0 |
0=P-0 GH 0=P-0 CH
|- 2 o 1 _ 2
NH, o] NH,
N N
OH )\ | 0,0 J\ i
/2N
o,/ o o’ o 0" N
|
0=P-0 CH, HO—CH,
- o}
0
OH o OH

Ein indirekter Grund fiir die hohe Stabilitdt der DNA ist das Auftreten von Thymin anstelle
von Uracil. Cytosin wandelt sich durch Anlagerung von Wasser und Abspaltung von
Ammoniak (NH3) leicht in Uracil um (spontane Desaminierung). Ein solches Ereignis
wiirde nach Vervielfiltigung der DNA zum Austausch eines C-G-Basenpaars gegen ein T-A-
Basenpaar fithren. In der Zelle vorhandene DNA-Reparaturmechanismen erkennen jedoch
Uracil in DNA-Molekiilen als fehlerhaft und ersetzen es wieder durch Cytosin.

O o}

CH, CH,
HN HN
J\T | A\T |
) 0
9 | 9 |
0=p-0 CH, 0=p-0 CHy
o ° NH, 0 0
NZ +H,0 HN
H A\C | NZH H J\U || —= Reparatur durch
0% ™y i t3 07 ™y Beseitigung von U
? spontane Q und Einbau von C
0=P-0 CH Desaminierung 0=pP-0 CH,
§- Lo 5 0




A-B: Initiation der DNA-Replikation, Entstehung der Replikationsblase
C-D: Beginn des Leitstrangs
(an beiden Elternstrdngen, aber in entgegengesetzte Richtungen)
E-G: Beginn des Folgestrangs
(an beiden Elternstrangen, aber in entgegengesetzte Richtungen)
H: Ubliche Darstellung der Replikationsgabel
(Es wird nur eine Seite der Replikationsblase betrachtet)

T AT ANR RN R
o O O O O OO OOy

IR . »°

N O s

Okazaki-Fragment

Okazaki-Fragment

O O O OO AR,

H Folgestrang

V4

O OO O O O OO OO

Okazaki-Fragment Okazaki-Fragment

PIN A NNE RN RN R RN RN R

Okazaki-Fragment

O O N NN NN AN NN AR RS . °

Leitstrang
Bl G

Helicase Einzelstrang-bindendes Protein Primase RNA-Primer DNA-Polymerase




Beseitigung der RNA-Primer, Auffiillen der Liicken und Verkniipfung der DNA-Fragmente

im Folgestrang
// BINRN LR //

Entfernen der Primer durch RNase H und
5'—3-Exonucleaseaktivitdt der DNA-Polymerase |

//Imr""rmmmnmﬂlnum""unmmum//

Auffullen der Licken durch Verldngern der
Okazaki-Fragmente durch DNA-Polymerase |

ERRNRRRRRRNRNRRRRNNRIE //

Verkniipfen der Fragmente durch DNA-Ligase

// IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII //

Telomerase verhindert, dass die Chromosomenenden bei jedem Replikationszyklus kiirzer
werden.

A

/ LR e e L N N N N NNy N N Ny RN N S RPN,

Folgestrang Ende des
Leitstrang Chromosoms
/ I O O O O O T e

B

// O O O O O OO T
Folgestrang nach Beseitigung der RNA-Primer und Auffilllen der Liicken 5

// N N N N N N N NN N NN NN NN

D
/4

E

/ L N N N N N NN NN N N N N N N NN N R}

w L]

RNA-Primer Telomerase Primase DNA-Polymerase




Posaunen-Modell (frombone model) der DNA-Replikation

Das Modell erklart, wie die beiden Striange an einem einzigen DNA-Polymerase-Komplex
(Replisom) repliziert werden kénnen. Der DNA-Polymerase-Komplex enthilt zwei
miteinander verbundene DNA-Polymerasen

EERR NN NN RARAL

;v\’f\llllllllllllll
Folgestrang v

Leitstrang

A
I OO T el
v -

Eltern-Strénge

YA
O D T T
v

A U
I N N OO oo v 1ol Y OO

V&

A !
O O O O O OO T T T R T AR IEN NN R RN RN RN NN NN RN RN NN RN NRRNRR
\J

Okazaki-Fragment

A
O O N N O O O e T e fARN SRR NN NN NN RRNRERNNNE
\J

I o oo G 110 ¥ I

- 0 A

Helicase Einzelstrang-bindendes Protein Primase RNA-Primer DNA-Polymerase gleitende DNA-Klammer  Klammer-Beladungs-Komplex



Topoisomerase I ist dadurch gekennzeichnet, dass sie ATP-unabhiingig arbeitet, einen

vorriibergehenden Einzelstrangbruch verursacht und den Grad der Superspiralisierung
nur verringern kann.

Topoisomerase II ist dadurch gekennzeichnet, dass sie ATP benétigt, einen

vorriibergehenden Doppelstrangbruch verursacht und den Grad der Superspiralisierung
erhohen und verringern kann.

Die Topoisomerase II des Menschen kann den Grad der Superspiralisierung allerdings nur
verringern.

Die Topoisomerase II der Bakterien wird héufig als Gyrase bezeichnet. Spezifische
Hemmstoffe der bakteriellen Topoisomerase II werden als Antibiotika eingesetzt. Der
bekannteste Vertreter dieser Gyrase-Hemmer ist Ciprofloxacin.



E. coli

Mensch

Genomgrofe

ca. 4,6 10° Basenpaare (bp)

ca. 3,2 10’ Basenpaare (bp)

Gesamtldnge der
DNA

ca. 1,6 mm

ca. 1,1 m
(haploider Chromosomen-Satz)

Genomorganisation

ein ringférmiges Chromosom

23 lineare Chromosomen
(haploider Chromosomen-Satz)

Replikationsdauer ca. 50 min ca.8h
Startpunkt der ein origin of replication bestehend | ca. 30.000 nur ungefihr
Replikation aus 245 bp mit definierter festgelegte AT-reiche
Sequenz Sequenzbereiche im Abstand
von ca. 150 kbp
Synthese der RNA- | Primase synthetisiert den RNA- Eine Untereinheit der DNA-
Primer Primer (typischerweise 11 Polymerase o

Ribonucleotide)

(Initiatorpolymerase)
synthetisiert den RNA-Primer
(5-15 Ribonucleotide).

Die DNA-Polymerase o hingt
dann noch 50-100
Desoxyribonucleotide an den
RNA-Primer.

Hauptenzym der
DNA-Synthese

DNA-Polymerase 111

DNA-Polymerase 6
(unter Beteiligung von DNA-
Polymerase €')

Beseitigung der

RNase H beseitigt grofiten Teil

RNase H beseitigt groften Teil

RNA-Primer des Primers; des Primers;
DNA-Polymerase I FEN-1 (flap endonuclease-1)
beseitigt durch 5'—3'- beseitigt durch 5'—3'-
Exonucleaseaktivitét das letzte Exonucleaseaktivitit das letzte
unmittelbar an die DNA unmittelbar an die DNA
gebundene Ribonucleotid gebundene Ribonucleotid
Auffiillen der DNA-Polymerase I DNA-Polymerase &

Liicken nach
Beseitigung der
Primer

Verkniipfung der DNA-Ligase, Energiegewinn DNA-Ligase, Energiegewinn
Okazaki-Fragmente | durch Spaltung von NAD" durch Spaltung von ATP
Verhinderung der nicht erforderlich, wegen Telomerase verlidngert die
Verkiirzung der Ringstruktur des Chromosoms Chromosomenenden mit einem
Chromosomenenden kurzen RNA-Molekiil als

y Matrize (Reverse Transcriptase-

Aktivitit).

"Nach der aktuellen Lehrmeinung synthetisiert DNA-Polymerase € den Fithrungsstrang und
DNA-Polymerase & den Folgestrang. Eine neue Studie kommt jedoch zu dem Schluss, dass
beide Strange durch DNA-Polymerase & synthetisiert werden; DNA-Polymerase € hat nach
dieser Studie ein Korrekturlesefunktion speziell fiir den Leitstrang (Johnson et al. 2015;

Stillman 2015).
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i

- DNAStrang Guanin ~ DNAStrang

k - depurinierter
Zucker

Guanin

Cytosin

DNA-
Strang

O Abb. 45.1 Instabilitit der DNA durch Depurinierung und Desaminierung. (Einzelheiten s. Text)

@ Abb. 45.2 Dimerisierung von benachbarten Thyminresten durch
UV-Licht
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Mechanismus der short patch-Basenexcisionsreparatur.
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Reversionsreparatur von O%-Methylguanin Resynthese
in der DNA durch O8-Methylguanin-DNA- \
Methyltransferase (MGMT)

Degradation

= M
\ S

08—CH,
G Alkylierung G
¢ ¢ ¢
.
Reparatur von Doppelstrangbriichen Y tiiil ri ititisd
-TTTTTTTT VT
dal LA EEREERE RN
a MRET1
RAD50 | MRN-Komplex
= Nas1
i T
bl Ll Ll P AREEREEE
—» P53 + Zellzyklusarrest
Aktiviendurch g
» ATM Phosphorylierung
|

» Pif1 — Telomerasehemmung

I non-homologous end joining Rekombinationsreparatur
RPA
80
KU70-KU &

%90 o

< - RPA
RADS2 RADS1 &
RAD54 @
TT TRy ™
% | . .
| -
!llllll]lllllll‘ll|lTI
PO T T O O Y I O 6 [ ] e )
DNA-Synthese
1 T
P T M L W TN O
llllllll‘lllllllll]lll
llllllllllllllllllllll
B B8 e 6 E B Uk @ o R R Rl
adadls L
j DNA-Ligation
P Y YTt TN T EL T EEY LW
O T O DO VIR T 00 O A O e 151 O O ] N O el 1 |
T1|l|lfl|l|lllll“llll
llllllllllllllllllllll




EMA —Izepa»mkwﬂmiswa

&J\z%g'ka?sﬂﬁﬂ{%
Ba%e{cisiamswp:m{,., / ;'I f G! } )
-»fmw&'/{izdfrﬁ )g,(ge,,, .\l 3( DNA- /
= U aw C esdsdodr \l’\)M yj‘ﬁ’; “wes j})a/Z:é p(;(ﬂ/ :”‘Sfﬁ(Sﬂ‘n
b ..
i [/H% gt
AP~ Q/a«ao&a
(lx'spfo die frus :; ﬂaﬂv;b.@
‘11
RN
D NAa- Po’(gm{/ﬁS( l/(_,CTP .
“Tj’ R
~ ¢
DMA'SLfdoS( l ATP
el ]]
| ¢
J
—— 24324 —
/\/uc&glu/emgwpwfh ! ‘/; :?\ "
- o - —
- /47-'“'—-\9'(14.1-&/‘( sxcl'wcglff(m'ﬁ/&“’&%l‘-”ﬂ)
D"’#“!X%o/c«w« f"jmhsuw et =T ——
Wr(ﬂge m
N DA ~Poly mgose '
5! —> 3
DA/A-XL«}M( ~_

uv
DA Mdede o
talziy ’e"("'"‘?/‘éwuﬁw B % = TT

et 2

'D:O/)Pm?("ty,sﬂcideﬂ e dp
el LR = e ) ;‘/,/4
il ﬁowv@, l?/)tlva‘/u, VS—M’ — g Lon e,
T Jme————— —

5&3'-'/"0»\ M

oS —————— AT,

ﬂ Homsleses (omosom als

VMOJ,( %J, ﬂ[[)rlnh/
(weas's va s fan e )

Av-mnfogl R(/M w‘/b‘/




GCGAATGCGTCCACAACGCTACA —

DNA-Sequenzierung (Sanger-Methode)

N— GCGAATGCGTCCACAACE
ATGCG

ddGTP 1—’ GCGAATG

GCG

e

GCGAATGCGTCCACAACGCT

GT AC ddTTP == GCGAATGCGT

” GCGAAT

GCGAATGCGTCCACAACGCTACA

= GCGAATGCGTCCACAACGCTA
GCGAATGCGTCCACAA

ddATP = CCGAATGOGTCOACA

GCGAATGCGTCCA

GCGAA

GCGA

GCGAATGCGTCCACAACGCTAC
GCGAATGCGTCCACAACGC
GCGAATGCGTCCACAAC

- ddCTP |— GCGAATGCGTCCAC
GCGAATGCGTCC
GCGAATGCGTC

GCGAATGC

v GC

Automatische DNA-Sequenzierung

» Markierung der 4 unterschiedlichen ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
> Auftrennung im Gemisch in einer einzigen Spur

» Auslesen mit einem Fluoreszenzdetektor

1040, . 1120, g 1200, . 1280 , 1360 i 440 1520, L 1eo0c

TTGGCGTAATCATGGTCATAGC TGTTTCCTGTGTGRARTTGTTARATCC
el 180 118 128 138

f

\ | \ r'
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https://www.fasteris.com/dnalsites/default/files/documents/Presentation/2016-11-1 7_Fasteris_Silamed_Lausanne.pdf




